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第1章 序論
1－1 健康食品の現状
 近年、わが国においては、代替医療の普及と高齢者人口の増加に伴い、健康増進や疾患
の予防・治療を目的として健康食品への関心が高まっている。欧米では、民間薬として伝
承されてきたメディカルハーブを医療の現場において積極的に活用しており、本国でも健
康食品として容易に入手可能である。特に高齢者では、医薬品とともに健康食品の摂取率
が高く、この傾向は今後益々増加すると予想される。
 高齢社会が進み、特に高齢男性に問題となるのが男性更年期障害であり、その中でも前
立腺肥大症が代表である。前立腺肥大症を予防するというテーマは極めて緊急かつ重要な
テーマであると認識している。
 ヨーロッパをはじめ日本でも前立腺肥大症（BPH）の治療薬として使用されているノコ
ギリヤシ果実エキスやペポカボチャの種子エキスの有用性は、一般にも認知されはじめて
おりヨーロッパではすでに治療薬として認可され、医療現場で盛んに使われている国。し
かしノコギリヤシは5αリダクターゼを阻害す作用が確認されているが、有効成分は未だ
はっきりしていない。このようにヘルスフードといわれるものの中には中高年男性の加齢
に伴う、前立腺肥大症患者のQOL改善などに貢献しているものがある。しかし前立腺肥
大症に有効なヘルスフードはあまり見つかっておらず、選択肢の幅が狭く自分に合った予
防・治療法がないのも現状である。
 一方で健康食品の使用頻度が増大するに従い、その過剰摂取による健康被害や医薬品と
併用した場合の有害事象が報告されている。しかしながら、メディカルハーブを含めいわ
ゆる健康食品、ヘルスフードに関しては医薬品の場合と比較して、有効性についてそのメ
カニズムを含めた科学的検証は未だ十分とは言えず、健康食品それ自体の有害事象や医薬
品との相互作用に関して信頼できる情報の提供も行われていない［2］。従って、健康食品の
適正な使用を確保するためには、有効性及び安全性に関する科学的検証が急務といえる。
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1－2 男性更年期障害
 近年、わが国においても性に対する認識が変化するとともに、男性更年期の概念が社会
的に高い関心がもたれるようになった。男性更年期障害は男性ホルモンである
Testosteroneが減少し、ホルモンバランスの崩れが原因とされている。男性更年期障害の
特徴として、臨床症状として自覚症状は、精神・心理症状、身体症状、性機i能関連症状の
3つに分けられ、ほてりや冷え、精神的にはうつ症状や不眠、体力的には筋力の衰え、性
的には性欲の減退などが現れる。他覚的症状としては、骨密度減少、筋肉量及び筋力の低
下、貧血、脂肪増加、性機i能低下、認知力低下、体毛減少などが認められる。いずれの症
状も高齢男性のQOL（Quality Of Life、生活の質）を低下させる大きな問題となってい
る。
 Testosteroneは男性の性徴を維持するのみならず、筋肉、骨、脳といった組織の機i能を
維持する重要な働きを有し、性腺機能不全例にTestosterone補充療法を行うと、臨終、筋
力、性欲などが改善されることが確認されている。一方、加齢とともに精巣機能は低下す
る結果、血中男性ホルモン値は低下して行き、これら症例に性腺機能不全例と同様な症状
を伴うことがある。
 生体内の代表的な男性ホルモンのTestosteroneは、血中において性ステロイドホルモン
結合蛋白質やアルブミンと結合した蛋白結合型あるいは遊離型として存在する。男性の加
齢による変化を蛋白結合型と遊離型の和である総Testosterone値でみると、70歳代の20％、
80歳代の50％は正常成人閾値より低いが、遊離型Testosterone値は、80歳代では90％
以上が低値である。また65歳以上の健常男性の60％以上は、遊離型Testosterone値が
30～35歳の正常値以下となる「3］。
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1－3 男性更年期障害の治療
 男性更年期障害に対するTestosterone補充療法の基準にコンセンサスはまだ得られて
いないが、アンドロゲン欠乏症状があり、総Testosterone値が2ng／ml以下なら補充療法
を、4ng／ml以上は正常域、2～4 ng／mlならより詳しい検査として遊離型Testosterone値
あるいはbioavailable Testosterone（遊離型とアルブミン結合型のTestosterone値の和）
を測定し、これらの詳しい検査ができなければLH（Lutenizing Hormone、黄体化ホルモ
ン）、FSH（Follicle Stimulating Hormone、卵胞刺激ホルモン）を測定、低値ならプロラク
チン値を測定し、異常例はMRI（magnetic resonance imaging）を行うこととなる［4］。
 Testosteroneの同化作用は広く知られ、性腺機能不全例にTestosteroneを投与すると、
気力の改善、筋力・骨塩量の増加、性機能や性行動の改善などが見られ、筋力・骨塩量に
関しては長期にわたって有効である［5，6，7】。
 米国におけるTestosteroneの処方量は、2000年に1993年の約5倍に増加しており、
今後も更に使用量の増加が予想される。現在、わが国の高齢化は急速に進んでおり、65歳
以上の人口は2000年に17．4％であったが、2050年には35．7％と予想されている。今後、
高齢男性のQOL向上のためにもホルモン補充療法の必要性がより高まってくることが予
想される。
1－4 前立腺肥大症の社会的背景
 前立腺肥大症は、高齢男性に最もよくみられる排尿障害の原因となる前立腺の良性腫瘍
で、前立腺癌と明らかに異なる良性疾患である。その有病率は高く、加齢とともに増加す
る。前立腺肥大症は組織学的に60歳の男性では50％以上に、85歳までに約90％に認めら
れ、その1／4に臨床症状が出現する［8］。
 前立腺肥大症は疾患の進行に伴い、①前立腺組織の解剖学的増大、②排尿障害を主とし
た臨床症状、③尿流動態からみた下部尿路通過障害（閉塞）が出現するが、さらに通過障害
に起因する膀胱排尿筋機能の変化などが出現し、これらが相互に関連して症候性前立腺肥
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大症が疾患として成立する。患者のなかには、解剖学的増大と尿路通過障害所見を認める
が臨床症状を伴わない患者から上記のすべて病態をもつ患者まで多様である【9】。
 日本における前立腺肥大症の患者数は年々増加しており、厚生労働省の患者調査による
と1987年では13万5千人であった総患者数が2005年では45万9千人と報告されてい
る（図1）。前立腺肥大症治療に費やされる医療費は1992年度760億円（入院270億円、
外来490億円）から1997年度1，480億円（入院480億円、外来1，000億円）へと大きく増加
しているが、この間、前立腺肥大症に対する手術件数は年間4．5～5．5万例程度で手術件数
はほぼ一定に保たれており、1993年度に市場化されたα1遮断薬による市場の拡大による
ところが大きい。今後、超高齢化社会に突入するにつれ、前立腺肥大症患者はさらに増え
続けると予想される［10，11】。
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図1 前立腺肥大症患者数の年次推移
厚生労働省「患者調査」より
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1－5 前立腺肥大症の病態
 前立腺肥大症の病態は前立腺腫が増大すると、尿道抵抗が高まり、その結果として膀胱
機能が影響を受け、複雑な様相を呈する。閉塞に伴う膀胱機能の変化による症状は排尿困
難以外に頻尿、尿意切迫感、夜間頻尿などの刺激症状も現れる。
 前立腺肥大症は組織学的には細胞数の増加でありその結果として、組織の増大を引き起
こすものである。前立腺腺腫の最初の発生部位は尿道周囲の移行帯に生じる。初期の尿道
周囲に生じる結節の成分は問質のみで形成されている。間質で形成された結節が腺増生を
誘導し、成熟した肥大結節へと進展する。20年にも及ぶ前立腺肥大症の進展過程の初期に
おける優勢な現象は結節の数が増加することである。続いて、個々の結節の大きさが増大
する。とくに、腺性の結節の大きさは間質性の結節の大きさと比べて大きなことが多い。
なお、間質性の結節と腺性の結節の割合は個々の症例でさまざまである。
 前立腺の平滑筋が容積として占めている割合は大きく、その筋の緊張はアドレナリン作
動性神経系により調節されている。前立腺にアドレナリン作動性刺激を加えると、平滑筋
が収縮を起こす以外に他の反応も起こっている可能性がある。一方、アンドロゲンを低下
させると上皮細胞数は減少するが、平滑筋を含む問質細胞数は影響を受けない。しかし、
間質細胞の機i能はアドレナリン作動性刺激の他に、アンドロゲンによっても関与を受けて
いる可能性がある［12］。
 前立腺肥大症に伴う排尿症状は前立腺の大きさの増大とともに解剖学的構造も要因と
して生じる。また、ヒト前立腺においては腺腫の外側に被膜が存在することも重要な要因
であり、腺腫を切除せず、被膜に至るまで腺腫に切開を加えることで、尿道抵抗が低くな
り排尿状態が改善する症例もある［13】。
 尿道閉塞に対する膀胱平滑筋の初期の反応は肥大である。膀胱平滑筋の肥大は尿流を維
持するための膀胱内圧の増加に順応した結果であるが、膀胱平滑筋細胞の細胞外、細胞内
の変化を起こし、不安定膀胱を呈する機序となるものと思われる。尿道閉塞に伴う膀胱肉
柱形成はコラーゲンの増加によるものである［14］。
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1－6 前立腺肥大症の症状
 前立腺肥大症による排尿症状は、尿道閉塞自体から直接的に生じた排尿困難と、尿道閉
塞から二次的に生じた膀胱機能の変化に関連した刺激症状とがある。国際前立腺症状スコ
ア（1－PSS）が症状を定量的に評価するために使用されている（表！）。評価項目は7項目で
残尿感、排尿間隔、尿線途絶、排尿の我慢、尿勢、腹圧排尿、夜間排尿回数についてであ
る。国際前立腺症状スコアの合計点から症状の程度を軽度、中等度、重度の3段階に区分
する。0～7点、8～19点、20～35点がそれぞれ、軽度、中等度、重度に相当する。治療
効果の判定、症状の増悪を把握するために有用であり、まずこのスコアをもとに治療指針
が立てられることになる（表1）。しかし、国際前立腺症状スコアは前立腺肥大症以外に、
尿路感染、膀胱腫瘍、神経因性膀胱などが存在すれば高値となり、前立腺肥大症に特異的
な診断項目ではないことに留意するべきである。また、スコアが同じであっても、個々の
患者の困窮度は異なるために、必ず、QOLスコアを評価することが必要である［12］。
表1 国際前立腺症状スコア（1－PSS）
どのくらいの割合で次のような症
?ｪありましたか？ 全くない
5回に1回
謔闖ｭない
2回に1回
謔闖ｭない
2回に1回
ｭらい
2回に1回
謔闡ｽい
ほとんど
｢つも
この1ヶ月の間に、尿をした後にま
ｾ尿が残っている感じがありました
ｩ？
0 1 2 3 4 5
この1ヶ月の間に、尿をしてから2
條ﾔ以内にもう一度しなくてはなら
ﾈいことがありましたか？
0 1 2 3 4 5
この1ヶ月の間に、尿をしている間
ﾉ尿が何度もとぎれることがありま
ｵたか？
0 1 2 3 4 5
この1ヶ月の間に、尿を我慢する
ﾌが難しいことがありましたか？ 0 1 2 3 4 5
この3ヶ月の間に、尿の勢いが弱
｢ことがありましたか？ 0 1 2 3 4 5
この1ヶ月の間に、尿をし始めるた
ﾟにお腹にカを入れることがあり
ﾜしたか？
0 1 2 3 4 5
この1ヶ月の間に、夜寝てから朝
Nきるまでに、ふつう何回尿をする
ｽめにおきましたか？
0回 1回 2回 3回 4回 5回
0 1 2 3 4 5
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1－7 前立腺肥大症の疫学
 前立腺肥大症には人種あるいは地理的要因による頻度の差異があることは確かなよう
である。本症の頻度は東洋人、白人、黒人の順序で高くなる。前立腺肥大症による死亡率
（対人口10万あたり）の集計をみると、わが国をはじめアジア大陸では低く、北欧諸国で
高く、米国や南米諸国は中間に位置する。また、欧州大陸では南から北になるにつれ高頻
度となる傾向がある。
 本症の頻度に対する社会的環境因子の関与は因子が複雑で、正確な対照比較試験やコホ
ート研究が実施されていないので定かではない。学歴が高く年収も中程度以上の者の危険
因子が高いとされている。性生活や結婚に関する調査では、独身者にやや低い傾向や、結
婚生活が長く高年齢まで性的にアクティブな者に多いことが示唆されているが、性欲や性
行為の多寡を危険因子とするのに否定的な見解もある［16］。この分野における系統的な研
究は乏しく、結論は今後の研究を待つ必要がある。
1－8 前立腺肥大症の治療の現在
 前立腺肥大症で死亡する例は非常に少ないが、その症状を治すことができずに困惑して
いる例は多い。昼間の活動が制限されたり、夜間の睡眠が不十分となり、QOLが著しく
低下する。前立腺肥大症の治療は患者の有する症状の程度が同一でも、困窮度には大きな
違いがあるので、患者自身が中心的役割を果たすべきである［18】。
 治療法は重症度に応じて経過観察、薬物療法、手術療法などが行われている。経過観察
のみで尿道閉塞が慢性的に長期に経過した場合には、不可逆的な膀胱収縮力の低下が起こ
ることがある。なお、腺腫の過形成が組織学的にあり、尿流動態的に閉塞があっても、困
窮度が弱い前立腺肥大症例においては経過観察のみを行った場合、重篤な合併症が起こる
かどうかは不明である。薬物療法では、α1遮断薬と抗アンドロゲン剤が用いられている。
α1遮断薬には前立腺腺腫を縮小させる作用はないが、尿道抵抗を低下させる作用をもち、
その効果が即効性であることから第1選択薬とされている。抗アンドロゲン剤は前立腺腺
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腫を縮小させる作用を有するが、勃起障害の副作用があること、効果発現まで1～2ヵ月
を必要とすること、前立腺癌をマスクすることなどの短所もある。また、その他の薬物療
法としては植物エキス製剤、アミノ酸製剤、漢方薬などがあるが、その作用機序や有用性
については、十分解明されておらず、今後の検討が必要である。
 前立腺肥大症における排尿障害は、前立腺の肥大とそれに伴う交感神経の過緊張状態、
局所粘膜の浮腫・炎症などが加わった結果と考えられることができる。したがって、排尿
障害は、①腺腫の肥大、②尿管の緊張、③浮腫・炎症などの因子が関与しているので、個々
の例における各因子の関与の程度により、各薬物療法の効果が異なってくると考えられる。
5αリダクターゼ阻害剤
 抗男性ホルモン
旦
腺腫の肥大
尿管の緊張 局所の浮腫・炎症
曾
α一プロツカー
一
抗炎症下
図2 前立腺肥大症の排尿障害に関与する因子と
   それぞれに対応する薬物療法
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1－8－1 α1遮断薬
 α1遮断薬は膀胱頸部および前立腺の平滑筋を弛緩させることで尿道抵抗を低下させ、排
尿障害を改善させる。血管をはじめとする平滑筋におけるα受容体の機構が明らかになり
つつあり、下部尿路および前立腺により選択的に作用するものが副作用の軽減を目的とし
て種々開発されている。比較的効果の発現が早く、中長期の効果も認められており、薬物
療法の標準的治療である。副作用として、起立性低血圧、めまいなどがみられるが、前立
腺に対して、より選択性の高いものではその頻度が低いことが報告されている。
1－8－2 抗男性ホルモン薬
 抗男性ホルモン薬は前立腺の容積を縮小させ、下部尿路通過障害を改善し症状を軽減さ
せる。効果発現は緩徐で、投薬の中断により前立腺の容積は再度増大することが報告され
ている。副作用は性欲減退、勃起障害など、主に性機i能に関連するものである［18，19】。
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1－9 男性ホルモンが前立腺細胞に作用する経路
 図3は男性ホルモン（アンドロゲン）が前立腺の細胞に作用する経路を表したものであ
る。大脳の視床下部からゴナドトロピン放出ホルモンが分泌され、それが下垂体に働きか
け、ゴナドトロピンの分泌が促進される。そのゴナドトロピンは血中を通って精巣に取り
込まれ、男性ホルモン（Testosterone）分泌を刺激する。さらにそのTestosteroneは血中
を通って前立腺細胞内に取り込まれ、細胞内の5α還元酵素（5α・Reductase）によって男
性ホルモンとしてより活性の高いDihydrotestosterone（DHT）へと変換される（図4）。
その後、DH：Tは細胞核内の受容体と結合し複合体を形成し、 DNAに働きかけてタンパク
質合成を制御する。このように男性ホルモンは前立腺の作用を支配していることになる。
 この経路のどこかを遮断すれば、前立腺肥大を起こさないようにできるのではないかと
考えられるが、視床下部や下垂体のホルモンの分泌を阻害するとその結果、男性ホルモン
そのものが作られなくなるため、性機能の低下や運動能力の低下といった深刻な問題を引
き起こすことになる。そのため、現在では5a・Reductaseを阻害することにより
TestosteroneのD且Tへの変換を阻害するか、アンドロゲンの受容体との結合を阻害する
ことが最も効果的に前立腺肥大を抑制する方法だと考えられている。
       、
       一
ノ
5αリダクターゼ
一．．R“il；■幽●  DHT：Dihydrotestosterone
  、
  DHTレセプー
’）k．．．．．．．．
            占
      前立腺細胞 N蚕vaE；
立腺細胞の    ■■■レ     前立腺肥大
図3 男性ホルモン（アンドロゲン）が前立腺細胞に作用する経路
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TestosteroneからDihydrotestosterone（DHT）への変i換
1－10 本研究の目的
 現在までに、前立腺肥大症をはじめとした男性更年期障害に関する研究は少なくないが、
それらの適切な治療法やメカニズムに関して明らかにされていない。このため男性更年期
障害の標準的な診断と治療法は先進諸国においても未だ多様で確立していないのが現状
である。現在、前立腺肥大抑制として使用されているものに医薬品では5α一リダクター
ゼ阻害剤がある。しかしそれらを常時摂取するには副作用が懸念される。そこで必要とさ
れているのが食経験豊富で安心して摂取できる食品による予防や改善なのだが、前立腺肥
大を抑制する食品についての研究はあまり進められていないのが現状であり、自分に合っ
た治療法やサプリメントを選ぶ選択肢が少ない。
 そこで本研究では、食品による予防医学を実践することで人々のQOL（Quality of Life、
生活の質）を向上させる観点から［20］、天然由来の抽出物を用いてスクリーニングを行い、
男性ホルモンを調節する作用を示すような新規食品素材の探索を目的として行うことと
した。
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第2章 実験系について
2－1 ホルモン作動性に関する研究方針
 研究方針としては大きく分けてin viVOの系とin vitroの系に分けて評価を行うことに
した。in vivoの系では、アンドロゲンによって雄動物の副生殖器（前立腺、精嚢腺等）が
肥大することを利用して抽出物中の物質がアンドロゲン様作用を検出する試験法である
ハーシュバーガーアッセイである［21］。成熟した個体ではホルモン様物質を投与しても内
因性のアンドロゲンが存在するため、去勢によって視床下部一下垂体一精巣フィードバッ
クをなくした個体を利用してホルモン様物質に対する反応性を高めている。また内因性の
アンドロゲンをなくした状態の雄動物に既知量の外因性のアンドロゲン様物質を投与し、
副生殖器を肥大させた状態で、抗アンドロゲン作用を有する物質を作用させることにより
副生殖器重量の増加抑制が生じることを利用して抗アンドロゲン作用を検出することが
できる。本研究ではマウスを用いてこのハーシュバーガーアッセイを実施し、有望な食品
素材のスクリーニングを行った。
 一方、ill vitro試験として、アンドロゲン依存的に増殖する前立腺がん細胞LNCaP細
胞をサンプル抽出物存在下で培養し、MTT法で処理し570 nmで吸光度を測定すること
により細胞増殖への影響を評価することとした［22］。これらの試験結果により、サンプル
の持つホルモン作動1生を総合的に評価した。
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2－2 試薬、その他
 エタノール 特級 99．5％（和光純薬）、塩酸ケタミン（三共）、Fロペリゾール（三共）、
Testosterone（和光純薬）、 Dihydrotestosterone （和光純薬）、 Flutamide（SIGMA）、
Finasteride（和光純薬）、ノコギリヤシエキス（和光純薬）、クェルシトリン（SIGMA）、
CS－FBS：牛胎児血清（GIBCO）、0．1％トリプシンーEDTA（GIBCO）、ジメチルスルポ
キシド（和光純薬）、PBS（一）：リン酸緩衝溶液＊1、MTT（SIGMA）＊2
＊1 リン酸緩衝液の調製
8。O gのNaCl、2．9 gのNa2HPO4・12H20、0．2 gのKCIおよび0．2 gのKH2PO4を純水
1しに溶解し、高圧蒸気滅菌を行った［23］。
＊2 Thiazolyl Blue Tetra－zolium Bromide
2－3 実験動物の飼育と管理
 実験動物は、日本国スエルシー株式会社から購入した雄のStd：ddyマウス（7～8週齢、
体重28～31g）を用いた。マウスは飼育室にて、12時間の昼夜サイクル（明期8：00～20：00）、
温度23圭1℃、湿度50圭10％、飼料と水は自由摂取という条件で飼育した［24］。飼料は日
本農産工業株式会社製のラボMRストックを使用した。本研究では、実験動物の飼養及び
保管等に関する基準（昭和55年3月27日、総理府告示第6号）をll頂守し、動物実験を行
った。
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2－4 前立腺肥大モデルマウスの作成
【実験方法】
 本研究で用いた評価系はマウスに去勢手術を施し、精巣を摘出することで内因性のアン
ドロゲンの分泌を抑制し、Testosteroneを一定量投与することで外因性アンドロゲン量を
コントロールした実験モデルである。全身麻酔剤としては、塩酸ケタミン（ケタミンとし
て2．5mg／mouse）とドロペリゾール（0．125 mg／mouse）を用いた。マウスを陰嚢部より切
開して精巣摘出手術（去勢）を施すことによりTes七〇steroneを産生できない状態を作り出
し、そこに50mg／KgのTestosteroneを10日間腹腔内注射することにより、前立腺肥大
モデルマウスを作り出した［25］。
 また解剖と同時に精嚢腺を摘出し重量測定を行っているが、アンドロゲンはその作用に
おいて前立腺と精嚢腺とで同じような影響を及ぼすことがこれまでの研究からわかって
いる。今回の実験結果からは精嚢腺重量についてもTestosteroneの濃度に依存して重量が
増加しているのが確認されており、精嚢腺に関してこれまでに報告されている内容【21］を
再現することができた（図5）。
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膀胱
擁
醗麟簸ぎ
前立腺
           図5 雄マウスの解剖図
（左）マウス開腹図 （右上）膀胱と前立腺拡大図 （右下）精嚢腺拡大図
前立腺は普段は膀胱の真下で脂肪組織に埋もれた状態で存在しており、またマ
ウスの前立腺は非常に小さいため、摘出するのが困難であった。そのため顕微
鏡を用いてマウスの前立腺の短径と長径の長さをノギスで測定することによ
り、前立腺の大きさを評価することにした。
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2－5 LNCaP細胞を用いての細胞増殖試験
 ヒト前立腺癌細胞由来培養細胞株LNCaP細胞（図6）を5％ウシ胎児血清（FBS）を
含むRPMI 1640培地で培養した。細胞培養の方法に関してはこれまでに報告されている
論文【22，29，30］を参考にして行った。LNCaP細胞はアンドロゲン依存的に増殖する特徴が
あり、ステロイドホルモン関連の試験によく用いられる細胞である。通常実験において用
いられるFBSには、わずかながらもステロイドホルモンが含まれている。そのため実際
にステロイドホルモンの影響を検討する段階においては、通常使用するFBSの代わりに
ステロイドホルモンを活性炭処理により除去したFBS（charcoal stripped・FBS
（CS・FBS））を使用した。 LNCaP細胞は、理化学研究所バイオリソースセンターより提
供されたものを用いた。
                         一
                           100 ym
図6 ヒト前立腺癌細胞由来培養細胞質L、NCaP細胞（培養3日目）
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【実験方法】
 滅菌済み96well pla七e（Corning lnc．）にLNCaP細胞を1×104 ce11／we11になるよう
にまき、そこへSample抽出物を濃度が100、50、25、12．5、6．25、3．125 pg／mしになる
ように添加した。同時にTestosteroneを1×10’10 mg／mしの濃度になるように添加した（図
7）。またSample抽出物を添加していないものをControlとした。この際、添加する血
清としては通常使用するFBSではなくステロイドホルモン類を除去してあるCS－FBSを
使用した。96well plateへの作業が終了した後に37℃、5％CO2の条件に保ったでイン
キュベーター内で4日間培養を行った。培養終了後にMTT assayにより96 well plateを
処理し、570nmでの吸光度を測定することで細胞の増殖率を確認した【311。
【MTT assayの操作方法】
1．MTT試薬をPBS（一）で5mg／m1に調製した。この試薬は細胞内に取り込まれ
 Formazan（ホルマザン）に変化する。
2．インキュベーターから96well pla七eを取り出した後、培養液を除去せずにすみやかに
 MTT試薬を20μしずつ各wellに添加した。
3．CO2インキュベーター（37℃、5％CO2）で約1時間培養した。
4．培養後アスピレーターで培養液を吸い取り、Formazanを溶解させるためDMSO（ジ
  メチルスルポキシド）5011Lを各welに添加してよくピペッティングし、分光光度
  計を用いて570nmで吸光度を測定した。
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男性ホルモン依存的に増殖するLNCaP
細胞を1 wellあたり1 x 104個になるように
播種
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Testosteroneを添加した培地にドクダミ
抽出物を添加
37℃、 50／o CO2、4H間培養
∫Ml”r assayで処理し、570 nmで吸光度を測定i
図7 LNCaP細胞を用いての細胞増殖試験方法
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2－6 ドクダミとは
 ドクダミ（学名Houttuynia eoi”da ta）はドクダミ科、ドクダミ属の植物で、本州以南の
日本各地、中国や台湾などのアジアに広く分布し、山野の樹陰や庭の湿地に野生する多年
草である（図8）。また生のドクダミには強い特異臭があり、これはデカノイルアセトア
ルデヒド、ラウリールアルデヒドという臭気成分である。洗って日干しにしたものを別名
十薬（ジュウヤク）という。ドクダミの薬理作用としては、抗菌作用、抗炎症作用、血管収
縮作用、利尿作用、などが知られており解毒、湿疹などの皮膚疾患に用いられる。さらに
ドクダミの開花時期は5月下旬から6月頃で、この時期のドクダミはクエルシトリンとい
う成分が最も多く含まれるため薬効が強いとされている。
ドクダミの成分の薬効成分
クエルシトリン…  利尿・緩下作用、血圧調整、毛細血管の強化作用、消炎作用
デカノイルアセトアルデヒド…  殺菌作用
クロロフィル…  肉芽組織の再生促進
シス、トランスーN一（4一ヒドロキシスチリル）ベンザミン… 血小板凝集抑制作用
カリウム…  血圧調整、新陳代謝促進
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図8 ドクダミ（Houttuynia eordata）
2－7 ドクダミの実験材料について
【ドクダミのメタノール抽出】
 5月から10月に本大学の構内に自生しているドクダミを採取した。ドクダミの葉と花、
茎の部分を水で洗いハサミで細かく刻んで、10倍量のメタノールに一晩浸漬し、ろ過して
有機溶媒をエバボレーターにて減圧乾固したものを材料とした。本研究に使用したドクダ
ミは6月、7月、9月に採取したものを用いた（収率約5％～10％glg）。
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第3章 ドクダミの抗アンドロゲン作用に関する研究
3－1 ドクダミ抽出物投与による前立腺肥大モデルマウスの抑制効果
 前立腺肥大モデルを用いてドクダミ抽出物の活性を評価した。マウスは1群8匹で以下
のように3群に選別した。
 A群：去勢
 B群：去勢＋Testosterone 50 mg∠Kg （control）
 C群：去勢＋ Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ抽出物100 mgLKg
Testosteroneに関してはそれぞれエタノール10 plに溶かしたのちに、コーン油90 plを
加えて調製したもの100μ1を投与した。精巣摘出の翌日よりB、Cの各群にはTestosterone
を、A群に対してはコーン油100111を腹腔内注射した。また同時にC群に対してはドク
ダミ抽出物を2週間経口投与した。
 マウスを解剖後速やかに前立腺を暴露し、その長径と短径をノギスで測定した。その結
果、去勢したマウスにTestosterone 50 mg／Kgを腹腔内投与したcontrol群と比較して、
前立腺短径と長径ともにドクダミ投与群において有意に前立腺の肥大が抑制されている
ことが観察された（図9）。また精嚢腺重量に関しては、去勢したマウスにTestosterone 50
mg／kgを腹腔内投与したcontro1群が3．31±0．349／Kg of B．Wだったのに対してドクダミ
投与群では2．19圭0．18 g／Kg of B．Wという結果であった（図9）。
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3－2 ドクダミ抽出物の投与量検定実験
 前立腺肥大モデルを用いてドクダミ抽出物の活性を評価した。マウスは1群5匹で以下
のように6群に選別した。
A群：去勢
 B群：去勢＋Testosterone 50 mg／Kg （control）
 C群：去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ抽出物5mg／Kg
 D群：去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ抽出物20 mg／Kg
 E群：去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ抽出物100 mg／Kg
 F群：去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ抽出物500 mg／Kg
 Testosteroneに関してはそれぞれエタノール10 p1に溶かしたのちに、コーン油90 pl
を加えて調製したもの100plを投与した。精巣摘出の翌日よりB、 C、 D、 E、 Fの各群
にはTestosteroneを、 A群に対してはコーン油100 plを腹腔内注射した。また同時にC
群がらF群に対してはそれぞれの投与量のドクダミ抽出物、2週間経口投与した。
 マウスを解剖後速やかに前立腺を暴露し、その長径と短径の長さをノギスで測定した。
その結果、去勢したマウスにTestosterone 50 mg／Kgを腹腔内投与したcontrol群と比較
して、ドクダミ抽出物投与群においては前立腺短径・長径で大きな差は無いが前立腺肥大
抑制傾向が観察された。また精嚢腺重量に関しては、去勢したマウスにTestosterone 50
mg／：Kgを腹腔内投与したcontrol群が2．60・± O．15 g／Kg of B．Wだったのに対してドクダ
ミ抽出物投与群では投与量5mg／Kgでは1．95圭0．17 g／1（g of B．W．、20 mg／Kgでは1．93士
0．09g／Kg of B．W．、100 mg／Kgでは1．74土0．12 g／Kg of B．W、500 mg／Kgでは1．48±0．17
9／Kg of B．Wという結果であり、contro1群と比較してドクダミ抽出物投与群で用量依存的
に精嚢腺の重量に減少がみられた（図10）。
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3－3 ドクダミ抽出物の抽出方法の違いによる投与実験
 前立腺肥大モデルを用いてドクダミ抽出物の活性評価を行った。マウスは1群6匹で以
下のように5群に選別した。
A群：去勢
B群：去勢＋Testosterone 50 mg／Kg （contro1）
C群：去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ抽出物（北海道産MeOH抽出）100mg／Kg
D群：去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ抽出物（構内MeOH抽出）100mg∠Kg
E群：去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ抽出物 （構内EtOH抽出）100 mg／Kg
 Testosteroneに関してはそれぞれエタノール10111に溶かしたのちに、コーン油90 pl
を加えて調製したもの100plを投与した。精巣摘出の翌日よりB、 C、 D、 E、の各群に
はTestosteroneを、A群に対してはコーン油IOO plを腹腔内注射した。また同時にC群、
D群、E群に対してはそれぞれのサンプルを2週間経口投与した。
 またサンプルのC群は北海道で採取したドクダミをメタノール抽出したものを北海道
産ドクダミメタノール抽出物として投与した。D群は本大学の構内で採取したドクダミを
メタノール抽出したものを構内ドクダミメタノール抽出物として投与した。E群は本大学
の構内で採取したドクダミをエタノール抽出したものを構内ドクダミエタノール抽出物
として投与した。
 マウスを解剖後速やかに前立腺を暴露し、その長径と短径の長さをノギスで測定した。
その結果、去勢したマウスにTestosterone 50 mg／Kgを腹腔内投与したcontrol群と比較
して、北海道産ドクダミメタノール抽出物投与群においては前立腺では有意な肥大抑制は
されていなかったが、精嚢腺重量が有意に減少していた。一方、構内ドクダミメタノール
抽出物投与群においては、前立腺短径と長径ともにcontrol群と比較して有意な前立腺肥
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大抑制作用が確認された（図1！）。また精嚢腺重量に関しても有意な精嚢腺重量が減少
していた。また構内のドクダミエタノール抽出物投与群は前立腺においては前立腺肥大抑
制傾向は見られるが、精嚢腺重量が有意に減少していた。これよりエタノール抽出物より
メタノール抽出物のほうが活性が強いと考えられる。去勢したマウスにTestosterone 50
mg／1（gを腹腔内投与したControl群が2．29士0．099／K：g of B．Wだったのに対して北海道産
ドクダミメタノール抽出物投与群では2．22士0．049／KgofB。W、構内ドクダミメタノール
抽出物投与群では2．12±O．04g／KgofB．W、構内ドクダミエタノール抽出物投与群では
2．48士0．089／K：gof B．Wであり、 control群と比較してそれぞれのドクダミ抽出物投与群
で有意差がみられた（図11）。
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3－4 ドクダミ抽出物のポジティブコントロールとの比較実験
 前立腺肥大モデルを用いてドクダミ抽出物の活性評価を行った。マウスは1群5匹で以
下のように5群に選別した。
 去勢：  去勢
 control： 去勢＋Testosterone 50 mg／Kg
 ドクダミ：去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ抽出物100mg／：Kg
 SP：   去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ノコギリヤシエキス100 mg／Kg
 PP：   去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ペポカボチャ種子抽出物100 mg／Kg
 Flu：  去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋Flutamide 10mg／Kg
 Fina：  去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋Finasteride 10mg／Kg
Testosteroneに関してはそれぞれエタノール10111に溶かしたのちに、コーン油90μ1を
加えて調製したもの100111を投与した。精巣摘出の翌日よりcontrol、ドクダミ、SP、 PP、
Flu、 Finaの各群にはTestosteroneを、去勢群に対してはコーン油100 pLを腹腔内注射
した。また同時にドクダミ群に対してはドクダミ抽出物、SP群に対してはノコギリヤシ
エキス、PP群に対してはペポカボチャ種子抽出物、 Flu群に対してはFlutamide、 Fina
群に対してはFinasterideを2週間経口投与した。
マウスを解剖後速やかに前立腺を暴露し、その長径と短径の長さをノギスで測定した。そ
の結果、去勢したマウスにTestos七erone 50 mg／Kgを腹腔内投与したcontrol群と比較し
て、前立腺長径ではすべてのサンプル投与群において有意な抑制傾向は見られた。精嚢腺
重量ドクダミ抽出物、また医薬品であるFlutamide、 Finasterideに有意な前立腺肥大抑
制が見られた。
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3－5 クェルシトリン投与実験
 前立腺肥大モデルを用いてドクダミ抽出物の活性評価を行った。マウスは1群6匹で以
下のように5群に選別した。
 去勢：   去勢
 control：  去勢＋田estosterone 50 mg／K9
 ドクダミ： 去勢＋¶estosterone 50 mg／kg＋ドクダミ抽出物100 mg／Kg
 SP：    去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ノコギリヤシエキス100 mg／Kg
 Qc：   去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋クェルシトリン33 mg／Kg
櫛
⑪騨 。
輔
。困磯
く三
図13 クエルシトリンの構造式
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 Testosteroneに関してはそれぞれエタノール10 plに溶かしたのちに、コーン油90 pl
を加えて調製したもの100plを投与した。精巣摘出の翌日よりcontrol、ドクダミ、 SP、
Qcの各群にはTestosteroneを、去勢群に対してはコーン油10011Lを腹腔内注射した。
また同時にドクダミ群に対してはドクダミ抽出物、SP群に対してはノコギリヤシエキス、
QC群に対してはクェルシトリンを2週間経口投与した。
マウスを解剖後速やかに前立腺を暴露し、その長径と短径の長さをノギスで測定した。そ
の結果、去勢したマウスにTestosterone 50 mg／Kgを腹腔内投与したcontrol群と比較し
て、前立腺長径ではドクダミ抽出物投与群において有意な抑制作用が見られた。精嚢腺重
量においてはドクダミ抽出物、またドクダミの成分の一つであるクェルシトリンに有意な
前立腺肥大抑制が見られた。
31
前立腺短径
 2．0
 1．5
3
S 1．0
杓
略
 O．5
 0．o
 3．5
 3．0
 2．52
 2．Os
杓 1．5
略
 1．O
 O．5
 0．o
 3．5
A 3．0｛
山 2．5
も2．0
量1。5
嵩i．・
口0．5
 0．o
去勢 control   ドクダミ
   前立腺長径
sp QC
去勢 oontrol   ドクダミ
   精嚢腺重量
sp QC
       去勢   control  ドクダミ    SP    QC
       図14 ドクダミ抽出物投与による副生殖器への影響
Each value represents mean ± S．E． ＊ ： P 〈 O．05． ＊ ＊ ＊ ： P 〈 O．005 vs Control
                 SP：ノコギリヤシ QC：クエルシトリン
                32
3－6 非去勢マウスを用いた前立腺肥大モデルに及ぼす影響
 去勢手術を行わない正常なマウスを用いてドクダミ抽出物の活性を評価した。この実験
ではマウスは1群5匹で以下のように5群に選別した。
 A群：正常
 B群：ドクダミ抽出物100 mg／Kg
 C群：Testosterone 50 mgfKg
 D群：Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ抽出物100 mg／Kg
 E群：Testosterone 50 mg／kg十Flutamide 10 mg／Kg
Testosteroneに関してはそれぞれエタノール10 pしに溶かしたのちに、コーン油9011L
を加えて調製したもの100pLを投与した。投与開始日よりB、 C、 Dの各群において各
Sampleを、 E群ではPositive ControlとしてFlutamideを経口投与した。同時に、 C、
D、E群においてTestosteroneをコーン油に溶かしたものを3日に1回腹腔内投与した。
 マウスを解剖後速やかに前立腺を暴露し、その長径と短径の長さをノギスで測定した。
その結果、正常マウスと比較してドクダミ抽出物投与群は前立腺短径に有意な抑制作用が
見られ、前立腺長径と精嚢腺重量においては抑制傾向が見られた。正常マウスに
Testosterone 50 mg／Kgを腹腔内投与した群と比較して、：Flutamide投与群において有意
に精嚢腺重量が減少していた。しかし一方、正常マウスに3日に1回Testosterone投与
を行っても、前立腺長径・長径と精嚢腺重量は正常と比較してほとんど差はみられなかっ
た（図！5）。また今回Positive Controlとして用いたFlu七amide投与群では群
Testosterone投与群と比較して有意差はみられたものの、予想したよりも前立腺の大きさ
では肥大抑制作用は緩和であった。
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第4章 ドクダミの抗アンドロゲン作用におけるメカニズム解明
4－1 Testosterone添加によるLNCaP細胞増殖に及ぼす影響
 LNCaP細胞を用いてドクダミ抽出物の活性を評価した結果を図16に示した。ドクダ
ミ抽出物により濃度依存的にTestosterone添加によるLNCaP細胞の細胞数の増加が抑制
された。またPositive ControlとしてFlutamideを添加した場合にも、 Testosterone添加
によるLNCaP細胞の細胞数の増加が顕著に抑制された。
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4－2 DHT添加によるLNCaP細胞増殖に及ぼす影響
 図16に示した前回の実験ではLNCaP細胞を用いてドクダミ抽出物の活性を評価した
ところ、ドクダミ抽出物を添加した場合にはTestosteroneを加えたLNCaP細胞の増殖
を濃度依存的に抑えた。また図17に示したとおりドクダミ抽出物を
Dihydrotestos七erone（DHT）を添加したLNCaP細胞に加えた場合も濃度依存的に細胞
増殖を抑えていた。つまりTestosterone添加、 DHT添加に関わらず、ドクダミ抽出物添
加により有意にLNCaP細胞の細胞数の増加を抑えるような結果が観察された。また
Positive ControlとしてFlutamideを添加した場合にも同様に、 Testosterone添加による
LNCaP細胞の細胞数の増加が顕著に抑制された（図17）。
 ドクダミ抽出物は濃度依存的にTestosterone添加によるLNCaP細胞増殖を抑制したこ
と、ドクダミ抽出物は濃度依存的にDHT添加によるLNCaP細胞増殖を抑制したことか
ら、ドクダミ抽出物の作用点はTestosteroneからDHTに変換する5αリダクターゼの阻
害ではなくFlutamideと同様のDHTとレセプターの結合阻害であることがわかった。
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第5章 ドクダミ抽出物の分画
5－1 概要
 マウスにおける前立腺肥大抑制作用および、LNCaP細胞増殖に及ぼす影響を指標とし
てドクダミ抽出物の活性成分の分離を行った。活性成分を同定するために、まずドクダミ
メタノール抽出物を二液分配法によって酢酸エチル層、水層に分画してドクダミメタノー
ル抽出物20gを酢酸エチルと水を入れた分液漏斗を使用して、同様の過程を2度繰り返
し、上層の酢酸エチル層と下層の水層を分取し、二つのフラクションに分画した。純度の
高い申分を得るために、分画した酢酸エチル層は再度の90％メタノールとよく混合させ上
層のヘキサン層と下層の90％メタノール層に分画した。さらに水層を水とよく混合させ上
層のブタノール層と下層の水層に分画した。ここで得られた分画物をマウスに投与し、抗
アンドロゲン作用に関する試験を行うこととした。
ドクダミメタノール抽出物20gからヘキサン画分1．51 g、90％メタノール画分4．2 g、
ブタノール野分2．29g、水画分3．5 gを得た。分画後全ての画分は一20℃で保存して実
験に用い＋一
               ドクダミ抽出物
                    酢酸エチル／水
       酢酸エチル画分          水画分
            ヘキサン／90％メタノール         ブタノール／水
ヘキサン画分  geo／・メタノール画分 ブタノール画分  水画分
図18  分画スキーム
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5－2 ドクダミ分画物投与のマウス前立腺に及ぼす影響
 前立腺肥大モデルを用いてドクダミ分画物（ヘキサン画分、90％メタノール三分、ブタ
ノール画師、水制縛）の活性評価を行った。マウスは1群5匹で以下のように5群に選別
した。投与量は分画で得られた分画物の1／10量を投与した。
A群：去勢
B群：去勢＋Testosterone 50 mg／Kg （Control）
 C群：去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ ヘキサン四分50 mg／Kg
D群：去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ 90％メタノール画分150 mg／Kg
E群：去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ ブタノール画分80 mg／Kg
F群：去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ 水画分120 mg／Kg
 Testos七eroneに関してはそれぞれエタノール10μ1に溶かしたのちに、コーン油90 pl
を加えて調製したもの100 plを投与することにした。精巣摘出の翌日よりB、 C、 D、 E、
Fの各群にはTestosteroneを、 A群に対してはコーン油100 plを腹腔内注射した。また
同時にC群に対してはドクダミヘキサン画分、D群に対してはドクダミ90％メタノール
画分、E群に対してはドクダミブタノール画革、 F群に対してはドクダミ水画分を2週間
経口投与した。
 マウスを解剖後速やかに前立腺を暴露し、その長径と短径の長さをノギスで測定した。
その結果、去勢したマウスにTestosterone 50 mg／K：gを腹腔内投与したControl群と比較
して、有意差は無いものの前立短径においても前立腺の肥大の抑制傾向が観察された。し
かし一方、前立腺長径においては、Control群と比較してすべてのサンプル投与群におい
て有意な肥大抑制作用が見られた（図19）。また精嚢腺重量に関しては、ドクダミ抽出
物ヘキサン子分と水画分投与群においては精嚢腺重量で有意な抑制がみられた。去勢した
マウスにTestosterone 50 mg／Kgを腹腔内投与したControl群の体重あたりの精嚢腺重量
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は2．62±0．31g／KgofB．Wだったのに対してドクダミヘキサン画分投与群では1．84±
0．209／KgofB．W、 ドクダミ水画分投与群では1．79±0．159／K：gofB。Wという結果であ
り、ヘキサン画分と水画分ともにControl群と比較して有意な増加抑制がみられた（図1
9）o
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5－3 ドクダミ分画物（fr．1～fr．4）添加のLNCaP細胞に及ぼす影響
 LNCaP細胞を用いてドクダミヘキサン分画物の活性評価を行った。ドクダミ抽出物を
添加しない（T＋）をcontro1群とし、ドクダミヘキサン分画物（fr． 1、 fr． 2、 fr． 3、 fr． 4）を
添加し、最終濃度が100、50、25、12．5、6．25、3．125119／mしになるようにした。その結
果ドクダミ抽出物を添加しない（T＋）に比べてfr． 4において有意にTestosterone添加に
よるLNCaP細胞の細胞数の増加を抑えるような結果となった。一方、 fr． 1、 fr．2、 fr． 3添
加群ではTestosteroneを添加したのみのControl群と比較してとくにLNCaP細胞数に差
はみられなかった（図21）。よってfr． 4をさらに分画を進めることにした。
深緑一一レFr．4
                MeOH
茶 ■一レFr．3
ロ  コ  コ  コ  ロ コ                 ロ  コ  コ     コ
黄・茶一＿レFr．2 Hexane：EtOAc＝1：1
緑 一ゆFr．1
図20 ドクダミメタノール抽出物Hexane画分の分画方法
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5－4 ドクダミ分画物（fr．4・1～fr．4－3）添加のLNCaP細胞に及ぼす影響
 LNCaP細胞を用いてドクダミヘキサン分画物の活性評価を行った。ドクダミ抽出物を
添加しない（T＋）をcontrol群とし、ドクダミヘキサン分画物fr．4・1、 fM－2、 fr． 4・3を添
加し濃度が100、50、25、12．5、6．25、3．125μg／mしになるようにした。その結果ドクダ
ミ抽出物を添加しない（T＋）に比べてfr． 4－1、 fr4－2において有意にTestosterone添加に
よるLNCaP細胞の細胞数の増加を抑えた。一方、 fr．4－3添加群ではTestosteroneを添加
したのみのControl群と比較してとくに1．NCaP細胞数に差はみられなかった（図23）。
しかしfr．4・1のほうがfM－2よりも細胞増殖抑制が強かったため、 fr． 4－1をさらに分画す
ることにした。
ヘキサン二分
Fr．1 Fr．2 Fr．3 Fr．4
Silica gel column
EtOAc／MeOH
Fr．4－1 Fr．4－2 Fr．4－3
図22 ドクダミ抽出物Hexane画分の分画方法
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5－5 ドクダミ分画物（fr，4－1 一1、 fr．4－1－2）添加のLNCaP細胞に及ぼす影響
 LNCaP細胞を用いてドクダミヘキサン画分のfM－1に活性があったことからさらに分
画を行った。そこでfr．4－1－1とfr．4－1・2活性評価を行った。ドクダミ抽出物を添加しない
（T＋）をcon七rol群とし、ドクダミヘキサン分画物（fr． 4・1－1とfr．4－1－2）を添加し濃度が
100、50、25、12．5、6．25、3．125pg／mしになるようにした。その結果ドクダミ抽出物を
添加しない（T＋）に比べてfr．4－1－1において有意にTestosterone添加によるLNCaP細胞
の細胞数の増加を抑えた。一方、fr．4・1－2添加群ではTes七〇sterolleを添加したのみの
Contro1群と比較してとくにLNCaP細胞数に差はみられなかった（図25）。
Fr．4
Fr．4－1 Fr．4－2
    Silica gel column
    EtOAc／MeOH
Fr．4－3
Fr．4－H Fr．4－1 一2
図24 ドクダミ抽出物Hexane画分の分画方法
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5－6 ドクダミ分画物投与のマウス前立腺に及ぼす影響
 前立腺肥大モデルを用いてドクダミ水分画物（水画分、30％メタノール画分、100％メタ
ノール画分）の活性評価を行った。マウスは1群5匹で以下のように4群に選別した。投
与量は分画し得られた分画物1／10を投与した。
 control：去勢＋Testosterone 50 mg／Kg
 wfr． 1 ：去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ 水画分50 mg／Kg
 wfr．2 ：去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ 30％メタノール画分10 mg／Kg
 wfr．3 ：去勢＋Testosterone 50 mg／kg＋ドクダミ 100％メタノール野分10 mg／Kg
水画分
ODS colum
leOHIH20
H，O
溶出物
wfr． 1
300／oMeOH
溶出物
wfr．2
1 OOo／oMeOH
溶出物
wfr． 3
図26 ドクダミ抽出物水画分の分画方法
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 Testosteroneに関してはそれぞれエタノール10 plに溶かしたのちに、コーン油90 pl
を加えて調製したもの100plを投与した。精巣摘出の翌日よりcontrol、ドクダミ、 SP、
QCの各群にはTestosteroneを、去勢群に対してはコーン油100 P．Lを腹腔内注射した。
また同時にwfr． 1群に対してはドクダミメタノール抽出物の水画分をさらに分画（図26）
した水溶出物を経口投与した。wfr． 2群に対しては30％メタノール溶出物、 wfr． 3群に対し
ては100％メタノール溶出物を2週間経口投与した。
 マウスを解剖後速やかに前立腺を暴露し、その長径と短径の長さをノギスで測定した。
その結果、去勢したマウスにTestosterone 50 mg／Kgを腹腔内投与したcontrol群と比較
して、精嚢腺重量においてwfr．2投与群において有意な抑制作用が見られた。よってドク
ダミ抽出物には前立腺肥大抑制作用の有効成分がヘキサン画分と水画分の両方に別々に
存在しており、そのうち1つは水画分のwfr． 2に活性成分があることがわかった。
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5－7 考察
 前立腺、精嚢腺、精巣上体や皮膚のようなアンドロゲン感受性の組織では、Testosterone
をより強力な男性ホルモンであるDihydrotestosterone（DHT）に変換することが広く知
られている［38］。この変換は、5αリダクターゼと補酵素NADPHにより行われる［39］。
このTestosteroneとDHTの2つのアンドロゲンは、同じアンドロゲン受容体に結合す
るが、TestosteroneとDHTは異なる生理機能を有する。胎児発生段階において、
TestosteroneとDHTは、それぞれ男性の内部および外部生殖器の分化に必須である。男
性の思春期後は、Testosteroneは筋肉量、精子形成、声帯肥大、リビドーに関する重要な
ホルモンであるが、DHTは毛髪や前立腺の成長を制御すると報告されている［40］。5αリ
ダクターゼには、2つの異なった遺伝子によりコードされたアイソザイムの1型（5α一R1）
およびII型（5α・R2）が存在することがラット、マウス、サルおよびヒトにおいて報告さ
れている［41］。5α一R1は、多くの部位の皮膚の脂腺に多く発現しており、5α一R2は、毛包、
前立腺、精嚢腺および精巣上体に発現している。現在までに、ヒトでの5αリダクターゼ
の遺伝的な欠損は、5α一R2をコードする遺伝子欠損についてのみ報告されている。ヒトに
おけるの発現については，酵素活性や免疫染色等により検討されている。これまでの研究
では前立腺の治療および予防においては、この5αリダクターゼを阻害する方法とともに
アンドロゲンとそのレセプターの結合を阻害する方法が有効とされてきた。前者の場合に
は5αリダクターゼ、医薬品としてのFinasterideが知られており［42】、食品としてはノコ
ギリヤシおよびペポカボチャなどが広く知られている［43］。また後者の場合では医薬品と
してのFlutamideが有名である【44］。ノコギリヤシ果実エキスの組成は約90％（±5％）
が脂肪酸であり、内80％を遊離脂肪酸が占めている。またノコギリヤシ果実エキスの薬理
作用としては（1）抗アンドロゲン作用、すなわち1型およびll型の5αリダクターゼ非競
合的阻害作用、（2）抗炎症作用、（3）細胞増殖抑制作用がある。
  今回の研究では、ドクダミ抽出物の前立腺肥大抑制作用の評価を目的として一連の実
験を行った。まずLNCaP細胞にドクダミ抽出物を添加したときの影響をみる実験ととも
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にマウスにドクダミ抽出物を投与した際の生殖器への影響をみる実験をおこなった。
LNCaP細胞はアンドロゲンに強く依存して増殖することから考えても、ドクダミメタノ
ール抽出物になんらかのLNCaP細胞のアンドロゲンの取り込みを抑えるような物質が含
まれると推測された。さらにマウスへの投与量検定試験では、精嚢無重量において用量依
存的に抑えていたことからも、その推測を支持するような結果が得られた。次に、マウス
にドクダミメタノール抽出物およびドクダミエタノール抽出物を投与した際の生殖器へ
の影響をみる試験を行った。その結果、Control群と比較して、ドクダミメタノール抽出
物投与群においては前立腺長径で有意に前立腺の肥大が抑制されており、有意差は無いも
のの前立腺短径においても前立腺の肥大の抑制傾向が観察された。また北海道産のドクダ
ミメタノール抽出物投与群においては、前立腺短径と長径ともにControl群と比較して前
立腺肥大抑制傾向がみられた。精嚢腺重量に関しても、Control群と比較してドクダミメ
タノール抽出物、ドクダミエタノール抽出物、北海道産ドクダミメタノール抽出物投与配
すべてで有意差がみられた。また今回の実験では本大学構内のドクダミ抽出物と北海道産
のドクダミ抽出物しか実験に用いていないが、前立腺肥大抑制作用にほとんど差はなかっ
たが、他の地域のドクダミとも比較する必要がある。さらにドクダミを採取する時期の検
討も行う必要があったと考えられる。ドクダミの開花時期である5月下旬から6月頃で、
この時期のドクダミはクエルシトリンという成分が最も多く含まれるため薬効が強いと
されているからである［41】。
 一般に前立腺肥大抑制に効果があるとされ、5αリダクターゼ阻害作用のノコギリヤシ、
ペポカボチャ、また医薬品のアンドロゲンレセプターとDHTの結合阻害するFlutamide、
5αリダク四一ゼ阻害剤のFinasterideとドクダミを比較するためにマウスに投与した際
の影響を調べた試験では、すべての投与群において前立腺長径で有意に肥大抑制がみられ
た。有意差は無いものの前立腺短径に肥大の抑制傾向が観察された。しかし、精嚢腺重量
に関してはドクダミ投与群、Flutamide投与群、 Finasteride投与群のすべての群におい
て、コントロール群と比べて有意な抑制作用が認められるという結果であった。ノコギリ
                   53
ヤシ投与群は精嚢腺重量に抑制傾向はみられたものの有意な抑制作用はみられなかった。
またペポカボチャに関してはContro1群に比べて精嚢腺重量が増加している結果となった。
ペポカボチャは前立腺肥大抑制に関して実際に科学的証明はされていない。また今回行っ
たハーシュバーガーアッセイには適していないとも考えられる。この実験結果からドクダ
ミはポジティブコントロールと比較しても医薬品までの効果は高くはないものの前立腺
肥大抑制作用が確認された。
 ドクダミ成分の中でも利尿作用や血圧調節などの成分であるクエルシトリンは5αリダ
クターゼ阻害作用が報告されている［27】。この実験でドクダミに前立腺肥大抑制作用がみ
られるのはこのクエルシトリンの効果であるとも考えられるので、クエルシトリンをマウ
スに投与する実験を行った。この実験系においては、マウス前立腺の大きさが小さくて正
確に摘出して重量を測定するのが難しいためにノギスでその短径と長径を測定するとい
う方法をとっているが、前立腺を周りの組織から露出させる際に余計な力が加わって短径
と長径に誤差が生じることは否めない。一方、マウス精嚢腺は比較的大きな組織であり、
その組織はアンドロゲンが引き起こす挙動においては前立腺と同じような挙動を示す［28］。
そのためこの実験系では精嚢腺重量結果の方が信頼度が高いと考え、ドクダミメタノール
抽出物に活性成分が存在すると考えてメカニズムの解明と分画を進めていくことにした。
 このドクダミ中の物質がどのようなメカニズムでアンドロゲン（ここでは
Testosterone）の作用を抑える働きをしているかを解明する実験としてヒト前立腺ガン細
胞であるLNCaP細胞を用いた。この細胞はアンドロゲン依存性であり、 Testosteroneか
らDHTに変換する酵素である5α一リダクターゼを細胞自身が持っており取り込んだ
TestosteroneをDHTに変換することができる。その後DHTは核内のアンドロゲンレセ
プター（AR）に結合しタンパク合成を刺激することで細胞中で増殖する［29］。前立腺の
治療および予防においては、この5αリダクタ一票を阻害する方法とともにDHTとアン
ドロゲンレセプターの結合を阻害する方法があり、ドクダミがどちらの作用により前立腺
肥大を抑制しているかを検討した。血加。の実験ではマウスを去勢手術を行わなずに正常
                   54
なマウスを使用した。去勢手術を行うことによりTestosteroneの生産量が低下し、レセプ
ターの数が正常なマウスよりも増えることで生殖器のTestosterone感受性が高くなると
されている［28］。よって去勢手術を行ったマウスを用いてドクダミ抽出物を投与すると、
前立腺の大きさ・精嚢腺の重量で抑制作用は観察された。しかし一方で去勢を行わずにド
クダミ抽出物を投与した結果、前立腺短径のみ有意に抑制されていたが前立腺長径と精嚢
腺重量では抑制傾向は観察されたものの有意な差は見られなかった。またLNCaP細胞を
用いた実験ではTestosteroneとドクダミを同時に添加した場合、濃度依存的に細胞増殖を
抑えた。またTestosteroneから細胞の5αリダクターゼによって変換されるDHTとドク
ダミを同時に添加した場合にも濃度依存的に細胞増殖を抑えていた。よって図28のよう
にドクダミ抽出物は5αリダクターゼの阻害ではなくDHTとAR（アンドロゲンレセプタ
ー）との結合を阻害すると考えられる。
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；ドクダミ抽出物とTestosterone添加によって濃度依存的にLNCaP細胞増殖が
抑制された場合
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図28 ドクダミの前立腺肥大抑制作用メカニズム
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 次にドクダミの活性成分を同定・単離するために分画を進めた。マウスにドクダミメタ
ノール抽出物をヘキサン画引、90％メタノール画分、ブタノール画分、水国分に分画した
ものを投与した際の影響試験では、Contorl群と比較してドクダミヘキサン画分と水画分
投与群において有意に精嚢腺重量の増加が抑えられたため、ヘキサン画分と水画師に抗ア
ンドロゲン活性成分が含まれると考えた。そこからさらにドクダミヘキサン愚婦を順相シ
リカカラムで4つに分取することにし、fr．1か月fr．4を得た。 LNCaP細胞にドクダミヘ
キサン画分（fr． 1、 fr 2、 fr． 3、 fr． 4）を添加したときの影響試験ではドクダミヘキサン画分
を添加しない群と比べて、fr．4添加群で濃度が100、50、25、12．5、6．25、3．125 pg／mし
のときに有意にTestosterone添加によるLNCaP細胞の細胞数の増加を抑えるような結果
となった。その結果fr． 4に抗アンドロゲン活性があることからさらにfr．4の分画を行った。
一方、fr． 1からfr． 3添加群ではTestosteroneを添加したのみのContro1群と比較してとく
にLNCaP細胞数に差はみられなかった。ここまではドクダミに含まれると考えられる抗
アンドロゲン物質の単離・同定を中心において一連の実験を行ってきた。しかしながら、
現在NMRで構造を解析中である。また水画幅の活性成分も30％メタノール溶出物に活性
があったが、現在さらに分画を進めているところである。
 アンドロゲンが関連する更年期障害としては、前立腺肥大症の他に男性型脱毛症があげ
られる。アンドロゲンと男性型脱毛症の関係はかなり以前から注目されており、男性型脱
毛症に関する研究も盛んになされている［50］。男性において思春期後から始まる男性型脱
毛症は、性腺機能の低下した男性や思春期前に去勢された男性では起こらず、アンドロゲ
ンを処置すると脱毛が始まることから，男性ホルモンに依存的であることが明らかにされ
ている。また、5α一R2の遺伝的な欠損症により、 DHT量が減少した男性患者は、男性偽
半陰陽であり、性別不明瞭な外性器を持って生まれ、小児期には一般的には女性として成
長する。思春期になると男性化するが、その後も前立腺は非常に小さい状態であり、顔面
部や身体の毛は少なく、男性型脱毛症も起きない。したがって、5α一R2によるTestosterone
からDHTへの変換が、男性型脱毛症の発症に深く関与していることがわかっている［52］。
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 先に序論で述べたように、前立腺肥大症は今や高齢男性の多くが抱えている深刻な問題
でありQOLを低下させている一つの大きな要因ともいえる。こういつた悩みへの有効な
対策の一つにFinasterideがあげられ、これは前立腺肥大症に対する薬剤としてはProscar、
男性型脱毛症に対する薬剤としてはPropeciaという医薬品として供されている。
 現在、前立腺肥大症や男性型脱毛症を含めたアンドロゲン原因性症状の治療に使用され
ているのはFlutamide、 Finasterideといった医薬品が中心であり、予防を含めた食品と
して知られているのはノコギリヤシと西洋カボチャなど限られたものしかない。これらの
現状からかんがみても、ドクダミに含まれる抗アンドロゲン物質を単離・同定し、その作
用メカニズムを解明できれば、多くのアンドロゲンが原因で悩める高齢男性にとっての福
音となり、より多くの治療法や予防法の選択の幅を広げる可能性をもっている。こういつ
た観点からも、ドクダミに含まれる抗アンドロゲン物質の構造決定とその作用メカニズム
に関しての更なる研究がなされる必要がある。
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第6章 総括
 現在急速に社会の高齢化が進む日本においては、男性更年期障害が大きな問題となりつ
つある。男性更年期障害は大きく二つに分けることができる。一つは加齢に伴いアンドロ
ゲン量が低下することによる筋力・骨子の減少および性機能全般の低下であり、その対策
としてはホルモン補充療法が有効である。もう一つは前立腺肥大症による排尿障害であり、
多くの高齢男性に見られる症状である。こちらは過剰なアンドロゲン作用に起因するもの
なので抗アンドロゲン療法が有効である。療法としては相対するものになるが、いずれの
症状も高齢男性のQOL（Quality Of Life、生活の質）を低下させる大きな問題となって
いる。そこで本研究では食品による予防医学という観点から、特に天然物由来の抽出物を
用いてスクリーニングを行い、ホルモン作動性を有する新規食品素材の探索を目的として
行うこととした。
 またドクダミ抽出物を用いて試験を行ったところ、in vitro試験において、ドクダミ抽
出物存在下では非存在下と比べてLNCaP細胞数が減少することが確認された。またin
viVO試験において、ドクダミ抽出物とともにTestosteroneを投与した際にドクダミ抽出
物投与群では非投与群と比べて前立腺の大きさ、精嚢腺の大きさともに有意に抑制するこ
とが確認された。これらの結果から、ドクダミに含まれる成分が抗アンドロゲン様作用を
有することが確認された。ドクダミは繁殖力が強く、日本だけでなくアジアでも食用とし
て用いられている植物である。その活用方法を見出すような様々な研究が行われており、
ドクダミ抽出物に利尿作用、殺菌作用はすでに知られており、血糖値上昇を抑制する作用
があることを見出したという報告もなされている。
 現在、前立腺肥大症や男性型脱毛症対策として使用されているのはFlutamide、
Finasterideといった医薬品が中心であり、食品として用いられるのはノコギリヤシと西
洋カボチャなど限られたものしかない。そのことからもドクダミに含まれる抗アンドロゲ
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ン物質の単離・同定および作用メカニズムの解明は、多くの悩める高齢男性にとっての福
音となり、より多くの治療や予防の選択の幅を広げる可能性をもっている。そういった可
能性をより広げるような研究・発表・啓発活動を行い、社会にむけての積極的な情報発信
を行うことこそが社会貢献であると考えている。
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